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【摘要】 目的 探讨间充质细胞（MSC）外泌体对低氧条件下胰岛内皮细胞（MS-1）血管
生成的影响。方法 MSC 无血清低氧条件培养 48 h，超滤离心法富集条件培养基中的外泌体，
采用电镜和 Western Blot 的方法进行鉴定；通过血管形成试验比较分析不同条件下：常氧培养
组（NOR 组，21﹪O2、5﹪CO2）、低浓度氧培养组（HYP 组，2﹪O2、5﹪CO2）、外泌体 + 低浓度氧
共培养组（HYP+EXO 组，2﹪O2、5﹪CO2），MS-1 细胞的血管形成能力；image J 软件分析血管
形成长度；PCR、Q-PCR 检测血管内皮生长因子（VEGF） RNA 水平的表达，Western Blot 检测
VEGF、HIF1α 蛋白水平表达以及 mTOR 信号通路激活情况。采用单因素方差分析和 SNK-q 检
验统计学分析。结果 超滤离心法富集的 MSC 条件培养基中的外泌体，大小为 30 ~ 100 nm，
表达 CD9，CD63，CD81 等外泌体表面标志物；血管形成试验结果显示，低氧促进 MS-1 血管生
成，HYP+EXO 组形成明显的血管网状结构；HYP+EXO 组血管形成相对长度（2386.0±137.7）
像素与 NOR 组（393.3±174.2）像素和 HYP 组（1467.0±230.0）像素相比增强，差异有统计学意
义（t = 12.30，P = 0.0065；t = 15.74，P = 0.0040）； PCR 结果显示，HYP+EXO 组 VEGF 相对表达
量（20.26±9.972）较常氧对照组（1.000）和低氧组（6.521±3.501）均增强，差异有统计学意义（t 
= 5.462，P = 0.0009；t = 4.238，P = 0.0038）；同时，Western Blot 结果显示 VEGF 蛋白水平表达升
高，HIF1-α 表达上调，mTOR 发生磷酸化。结论 MSC 外泌体可促进低氧条件下的小鼠胰岛内
皮细胞血管生成。MSC 外泌体可能通过上调 HIF1-α，调节 VEGF 表达，激活 mTOR 信号通路，
促进胰岛内皮细胞血管生成。
【关键词】 外泌体； 低氧； 胰岛内皮细胞； 血管生成
Exosomes derived from mesenchymal stem cells promote islet endothelial cell angiogenesis  Chen 
Junqiu1,3, Chen Jin1,2,3, Huang Lianghu1,3, Zhao Hongzhou1, Fu Yunfeng1, Lin Na1, Zhu Lingfeng1, 
Cheng Yuanhang1,3, Wang Shuiliang1,2,3, Tan Jianming1,3. 1Organ Transplant Institute, Fuzhou General 
Hospital, Fujian Key Laboratory of Transplant Biology, Fuzhou 350025, China; 2Fuzhou General 
Hospital, Fujian Medical University, Fuzhou 350025, China; 3Organ Transplant Institute, Dongfang 
Hospital, Xiamen University, Fuzhou 350025, China
Corresponding author: Chen Jin, Email: kingchen81@qq.com 
【Abstract】 Objective This study was aimed to investigate the pro-angiogenesis effect 
of mesenchymal stem cell exosomes (MSC-exosomes) on islet endothelial cell MS-1 in hypoxia. 
Methods MSCs were cultured with serum free medium in hypoxia condition for 48 h. The MSC- 
exosomes in conditioned medium were enriched by centrifugal ultrafiltration, and then characterized 
by electron microscopy and WB analyses. The tube formation assay was performed to assesse pro-
angiogenic activity of MSC-exosomes on MS-1 in normoxia (21﹪ O2, NOR), hypoxia (2﹪ O2, HYP) 
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or hypoxia in the presence of exosomes (HYP+EXO). The length of tubes formed was quantified by 
image J software. The expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) was detected by PCR 
and WB. The expression of HIF1α and activation of mTOR signaling pathway were revealed by WB. 
The differences were assayed with one-way analysis of variance or SNK-q test. Results Exosomes 
enriched from conditioned medium of MSCs were about 30 ~ 100 nm diameters, and expressed 
exosomes markers CD9, CD63, CD81 and Flotinlin1. The results of tube formation assay showed 
that hypoxia induced MS-1 angiogenesis, which was significantly enhanced by MSCs-exosomes. The 
length of tubes of the HYP+EXO group (2386.00±137.70) was increased significantly (t = 12.30, 
P = 0.0065; t =15.74, P = 0.0040) both than NOR group (393.30±174.20)pixels and HYP group 
(1467.00±230.00)pixels. PCR results showed that the relative expression of VEGF in HYP+EXO 
group (20.26±9.972) was significantly higher (t = 5.462, P = 0.0009; t = 4.238, P = 0.0038) than that 
in NOR-group (1.000) and HYP group (6.521±3.501). Meanwhile, Western blot results showed that 
HIF1-α and VEGF expression of MS-1 was up regulated and the mTOR signal pathway was activated 
after treated with MSC-exosomes. Conclusion MSC-exosomes could promote angiogenesis in 
mouse islet endothelial cells MS-1 under hypoxic condition through up-regulation of HIF1-α and 
VEGF expression, and activation of mTOR signaling pathway. 
【Key words】 Exosomes; Hypoxia; MS-1; Angiogenesis
胰岛移植是治疗糖尿病的有效方法 [1]。2000
年 Shapiro 等 [2] 首次报道临床同种异体胰岛移植，
使 1 型糖尿病患者完全脱离胰岛素。根据国际胰
岛移植随访结果显示，胰岛移植可以改善血糖水












间 充 质 细 胞（mesenchymal stem cells，MSC）
在体内外均能延长胰岛的存活时间，起到保护
胰 岛 的 作 用，但 是 机 制 尚 未 明 确 [8]。MSC 外
泌 体（Exosomes）是 由 MSC 分 泌 的 直 径 为
30 ~ 100 nm 的微小膜泡，具有脂质双层结构，









DMEM 高糖、低糖培养基、0.25 ﹪胰酶 -EDTA、
胎牛血清（美国 Hyclone 公司）；超滤离心管（3 kDa，
美国 Millipore 公司）；Matrigel 胶（美国 BD 公司）；
BCA 蛋白定量试剂盒（美国 Thermo 公司），磷酸
酶抑制剂（美国 ROCH 公司），蛋白酶抑制剂（美国
Millipore Calbiochem 公 司）；鼠 抗 β-actin、CD63、
CD81，兔抗血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）、HIF1-α、CD9、Flotilin 1 抗体
（美国 Abcam 公司）；兔抗 p-mTOR、mTOR 抗体（美
国 CST 公司）；辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠和




1. 细胞培养：人脐带 MSC 由福建省干细胞应
用工程技术研究中心提供，采用含胎牛血清 10 ﹪的
低糖 DMEM 培养基，按照本实验室的培养方法进




取生长至 80 ﹪ ~ 90 ﹪的第 4 代 MSC 细胞，弃去
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培养基，PBS 洗涤 2 遍，加 10 ml 无血清培养基，
放入培养箱中，37 ℃、2 ﹪ O2、5 ﹪ CO2 低氧培养
48 h， 1 200×g 离心 10 min 去除细胞碎片。上清
液用 0.22 μm 的抽滤器过滤后加入超滤管上柱中，
4 000×g 离心 60 min，吸取超滤管内富集的外泌体，
用 BCA 蛋白定量试剂盒进行定量。
3. 外泌体鉴定：吸取 10 ~ 15 μl 外泌体吸附于
碳膜支持铜网上，磷钨酸染液负染 1 ~ 2 min，PBS
洗涤后晾干，透射电镜下观察外泌体形态大小。取
30 μg 外泌体高温变性后加样电泳并转至 PVDF 膜，
Western Blot 方法检测外泌体标志物 CD9， CD81，
CD63，Flotilin1 的表达。
4. 体外血管形成试验：Matrigel 胶 4 ℃冰箱融
化后加入到预冷的 96 孔板中，每孔分别加入 MS-1
细胞 2×104 个。低氧 + 外泌体组（HYP+EXO）每
孔加入 10 μg/ml 外泌体，常氧对照组（NOR）和低
氧组（HYP）分别加入等体积 PBS。NOR 组放入
37 ℃、5 ﹪ CO2、21 ﹪ O2 的常氧培养箱培养，HYP
和 HYP+EXO 组放入 37 ℃、2 ﹪ O2、5 ﹪ CO2 的低
氧培养箱培养；培养 24 h 后，观察血管网形成情况，
并用 Image J 软件进行分析。
5. 细胞 mRNA 提取及 PCR 分析：按照本实
验室常用的方法 [12]，提取各组 MS-1 细胞总 RNA，
经 RNA 定量后，反转录成 cDNA，分别用 Q-PCR
和常规 PCR 方法检测 VEGF 等血管形成相关基
因的表达情况。PCR 引物序列如下：VEGF（上
游：5'-CACGACAGAAGGAGAGCAGA-3'；下 游：
5'-CAGGGCTTCATCGTTACAGC-3'）。 常 规 PCR
结果通过 1 ﹪琼脂糖凝胶电泳观察结果；Q-PCR
结果以各自 β-actin 为内参，以常氧组为对照，计算
2- △△ ct 值为基因相对表达倍数。
6. Western Blot 检测 VEGF 及相关信号分子的
表达：MS- 细胞分为 NOR 组、HYP 组和 HYP+EXO
组，平行培养 24 h 后，用 100 μl 裂解液刮下细胞，
冰上裂解 10 min，4 ℃、12 000×g 离心 30 min，取
上清液作为蛋白样本，用 BCA 蛋白定量试剂盒进
行定量。取 30 μg 蛋白高温变性后加样电泳并转至
PVDF 膜，4 ﹪ BSA 封闭 1 h，加入兔抗鼠 VEGF、
p-mTOR、mTOR、HIF1-α 一 抗（1 : 2 000 稀 释）或
β-actin 内参一抗（1 : 5 000 稀释），4 ℃孵育过夜；
TBST 洗涤 3 次后，加对应的二抗孵育 1 h， TBST
洗涤 3 次后加入 ECL 发光液暗室曝光成像。
三、统计学分析方法








30 ~ 100 nm 的微粒（图 1）。经 Western Blot 检测，
所获得的外泌体表达 CD9，CD63，CD81 等外泌体
标志物（图 2）。
注：富集的 MSC 外泌体大小为 30 ~ 100 nm
图 1  电镜下观察外泌体的形态大小（磷钨酸负染，×50K）
注：MSC：MSC 细胞裂解蛋白；EXO：外泌体蛋白，EXO Depleted 为去
除外泌体的培养基浓缩蛋白；获得的外泌体表达 CD81，CD9，CD63，
Flotilin1 等外泌体表面标志物
图 2  外泌体标志物 Western Blot 检测鉴定










胞 MS-1 较常氧对照组相比，血管形成能力增加（t = 
4.874，P = 0.0396），而低氧加外泌体组与常氧对照
组和低氧组相比，血管形成能力均提高（t = 12.30，
P = 0.0065；t = 15.74，P = 0.0040，表 1）。
三、MSC 外泌体上调胰岛内皮细胞 VEGF
表达
常规 PCR 结果显示，低氧条件下，MS-1 细
胞 VEGF 表达上调，MSC 外泌体明显提高低氧条
件下 MS-1 细胞 VEGF 基因的表达（图 4a，表 1）。
Q-PCR 定量结果显示，与常氧对照组（VEGF 相对
表达量为 1.000）相比，低氧组 VEGF 相对表达量
增高（6.52±3.50），差异有统计学意义（t = 4.461，
P = 0.0029）；低氧加外泌体组 VEGF 相对表达量
为（20.26±9.972），较常氧对照组和低氧组相比
VEGF 的表达量均明显提高（t = 5.462，P = 0.0009；
t = 4.238，P = 0.0038）。Western Blot 结果也证实，
在蛋白水平，MSC 外泌体组 VEGF 表达也明显增
高（图 4b）。






可显著增强 mTOR 信号通路的磷酸化。（图 5）
注：a 图为常规 PCR 凝胶电泳结果；b 图为 Western Blot 结果；NOR：常
氧对照组；HYP：低氧组；HYP+EXO：低氧 + 外泌体组
图 4  MSC 外泌体上调血管内皮生长因子基因表达
注：a 图为常氧对照组（NOR）未见明显的血管网形成；b 图为低氧组（HYP）可见少量网状形成；c 图为低氧组 + 外泌体组（HYP+EXO）可见明显的血
管网形成
图 3  倒置相差显微镜下观察 MSC 外泌体促进胰岛内皮细胞 MS-1 血管形成（×100）
表 1  Image J 血管形成长度分析和 VEGF 相对表达量
分组 血管形成长度分析（n = 3） VEGF 相对表达量（n = 8）
Nor 393.30±174.20 1.000
Hyp  1467.00±230.00a   6.52±3.50a
Hyp+EXO  2386.00±137.70ab 20.26±9.97ab
F 值 87.59 24.11
P 值  < 0.01  < 0.01
注：与常氧对照组（Nor）比较 aP < 0.01，与低氧组（Hyp）比较 bP <  0.01
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上清液中的外泌体。经鉴定大小为 30 ~ 100 nm，
表达 CD9，CD63，CD81 等外泌体标志物 [15]。
MSC 来源的外泌体具有多种 MSC 的生物活
性。MSC 外泌体具有免疫抑制的作用，可以抑制










作用 [21-22]。本研究证实了 MSC 外泌体在低氧条件
下，能够促进胰岛内皮细胞 MS-1 分化形成血管。
进一步研究发现，MSC 外泌体能够上调 MS-1 细胞











通透性 [24]。VEGF 与 VEGFR 结合后，可以通过激





VEGF 表达，激活 mTOR 信号通路，促进胰岛内皮
细胞血管生成。
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